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X. campestris  Xanthomonas campestris  
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Eterična olja (EO) so sekundarni metaboliti aromatičnih rastlin. So lahko hlapne in 
aromatične sestavine različnih rastlinskih materialov, vključno s cvetovi, koreninami, listi, 
lubjem, semeni ali lupinami. Spojine, ki jih najdemo v EO, pripadajo različnim kemijskim 
skupinam. Prevladujejo terpeni, alil fenoli in fenilpropanoidi. Vsi so ogljikovodiki, pogosto 
so oksigenirani, ostali pogosti derivati so laktoni, glikozidi, lahko vsebujejo tudi žveplo ali 
dušik. V naravi EO igrajo pomembno vlogo pri obrambi rastlin proti bakterijam, virusom, 
glivam, insektom in tudi rastlinojedim škodljivcem (Carson in Hammer, 2010). 
 
EO običajno sestavlja kompleksna mešanica spojin z nizko molekulsko maso z omejeno 
topnostjo v vodi. Na splošno so EO tekoča pri sobni temperaturi. Zaradi svoje slabe 
topnosti v vodi se EO pridobivajo iz rastlinskega materiala z različnimi ekstrakcijskimi 
metodami z organskimi topili, superkritično tekočinsko ekstrakcijo ter z destilacijo z vodno 
paro (Carson in Hammer, 2010). Zaradi svojih antioksidativnih in protimikrobnih lastnosti 
pa imajo potencial uporabe v različnih industrijskih panogah, vključno z agroživilsko 
industrijo. V živilskih izdelkih se lahko uporabljajo za izboljšanje njihove kakovosti in 
obstojnosti. Delujejo tudi proti zdravju škodljivim mikroorganizmom, med katerimi so tudi 
črevesne bakterije. Med najpomembnejšimi je salmonela, povzročiteljica salmoneloze, ki 
je še vedno najpogosteje identificiran vzrok izbruhov bakterijskih črevesnih okužb pri 
ljudeh v razvitih državah.  
 
Mesni pripravki, kot so presne klobase z relativno visoko vsebnostjo maščobe in vode, so 
zelo dovzetni za oksidacijo lipidov in mikrobiološki kvar. Zaradi zdravstvenih pomislekov 
glede uporabe sintetičnih antioksidantov in zahtev potrošnikov po naravnih dodatkih se je 
povečalo zanimanje za EO in druge rastlinske ekstrakte kot nadomestke sintetičnih 
antioksidantov (Šojić in sod., 2019). EO s svojim delovanjem upočasnijo oksidacijo 
lipidov, s svojo protimikrobno aktivnostjo pa zavirajo rast mikroorganizmov. Na ta način 
podaljšajo rok uporabnosti takih izdelkov. Zaradi svoje nestabilnosti in hidrofobnosti 
uporaba EO v živilih predstavlja poseben izziv. Z namenom ohranjanja biološke aktivnosti 
in minimiziranja učinka na organoleptične lastnosti se EO lahko enkapsulirajo. S tem lahko 
povečamo njihovo kontaktno površino z živili, poleg tega se lahko razpršijo po površinah, 
kjer rastejo mikroorganizmi. Z enkapsuliranjem EO v užitne premaze (tanek sloj užitnega 
materiala, ki je nanešen na živilo v tekoči obliki) povečamo njihovo fizikalno-kemijsko 
stabilnost. Osnovne sestavine užitnih premazov so lahko različne in vključujejo 
polisaharide, beljakovine in lipide.  
 
Protimikrobni učinek EO večinoma temelji na njihovi hidrofobnosti. Fenolne spojine v EO 
vstopajo v interakcije z lipidi celičnih membran, kar lahko privede do povečanja 
prepustnosti membrane, rušenja celičnih struktur in puščanje znotrajcelične vsebine. Po 
Gramu pozitivne bakterije so bolj občutljive na EO kakor po Gramu negativne, 
najverjetneje zaradi različne strukture celične stene, ki je pri slednjih kompleksno 
večslojna in zato težje prepustna za različne kemijske molekule. Zato smo tudi v 
eksperimentalnem delu te diplomske naloge preizkusili učinkovitost predhodno izbranega 
eteričnega olja poprove mete (EOPM) na modelnem živilu - govejem mesu, z 
obremenitvenim testom s patogeno, po Gramu negativno bakterijo Salmonella. 
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
Cilji diplomske naloge so bili naslednji: 
- Ugotoviti protimikrobno aktivnost dodatka eteričnega olja poprove mete (Mentha 
piperita) v modelnem poskusu (obremenitveni test z bakterijo Salmonella 
Typhimurium na govejem mesu); 
- Določiti vpliv na koncentracijo mikrobioloških indikatorskih skupin kakovosti in 
varnosti (bakterij Salmonella ter skupnega števila aerobnih mezofilnih 
mikroorganizmov in skupnega števila enterobakterij tekom petdnevnega 
skladiščenja) s standardnimi mikrobiološkimi metodami (ISO). 
Delovna hipoteza, ki smo jo postavili pred začetkom dela, je bila:  
Dodatek EO poprove mete v minimalni baktericidni koncentraciji bo zavrl rast vseh 
indikatorskih skupin bakterij, ki jih bomo eksperimentalno spremljali tekom petdnevnega 
skladiščenja govejega mesa. 
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 POPROVA META (Mentha piperita)  
 
Poprova meta je aromatično zelišče iz družine Lamiaceae, ki je ena izmed najbolj 
raznolikih skupin kritosemenk na svetu. Uporablja se za različne namene ter ima izreden 
ekonomski pomen. Različne vrste mete gojijo v različnih delih sveta. Za gojenje poprove 
mete je potrebna nekoliko izsušena rodovitna peščena ilovna prst z nevtralnim pH, 
padavine v območju 95-105 cm, 250-400 m nadmorske višine in temperatura med 15 in 
25 °C. Rastlina je zelo občutljiva na škodljivce, kot so insekti, zato je zatiranje le-teh 
koristno z uporabo pesticidov. Obiranje se opravlja v fazi cvetenja (Bhattacharya, 2016). 
 
Kot začimba se uporabljajo predvsem listi, pa tudi stebla in cvetovi pri pripravi čajev ali 
kot dodatek v komercialnih začimbnih mešanicah za izboljšanje arome in okusa. Donos, 
vsebnost in sestava mete so odvisni od okolja, kjer jo gojimo in časa nabiranja. Meta 
zahteva dolge dni, da doseže fazo cvetenja in akumulacijo eteričnega olja z želeno sestavo. 
Na splošno se goji v hladnejših krajih, obstaja pa veliko zanimanja za razvijanje novih sort, 
ki so prilagojene za rast v pridelovalnih območjih v zmerno toplem pasu, kjer dostopnost 
vode in daljše rastne sezone lahko povečajo letino (Morcia in sod., 2016). 
 
2.2 ETERIČNO OLJE POPROVE METE (EOPM) 
 
EOPM je znano in široko uporabljeno eterično olje, predvsem zaradi svojih glavnih 
sestavin, mentola in mentona. Je pa sicer zelo kompleksna mešanica mono in 
seskviterpenov. Linalol, karvon, piperiton oksid, evkaliptol, kariofilen in nekatere druge 
nizkomolekularne fenolne spojine, ki so prav tako običajno prisotne sestavine EOPM, 
imajo dobro poznano protibakterijsko in protiglivno aktivnost, tudi proti nekaterim 
mikrobiološkim povzročiteljem kvarjenja hrane (Prakash in sod., 2016). Eden izmed 
uveljavljenih načinov uporabe je tudi pri zaviranju kaljenja krompirja pri njegovem 
skladiščenju, s čimer se upočasni izguba mase pridelka. Ena izmed pogosto omenjanih 
lastnosti EOPM je tudi učinkovito delovanje proti patogenim mikroorganizmom (MO), ki 
so razvili odpornost proti številnim antibiotikom (Prakash in sod., 2016). 
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2.2.1 Kemijske in tehnološke lastnosti EOPM in njegovih glavnih sestavin 
 
Znano je že iz preteklosti, da številne rastline vsebujejo hlapne spojine. Eterična olja 
predstavljajo majhen delež rastlinske sestave, vendar bistveno prispevajo k aromi rastlin, 
zaradi katerih so uporabljene v farmacevtski, živilski industriji in industriji dišav (Stratakos 
in Koidis, 2016). Poleg genetskega ozadja rastline na sestavo EO vplivajo zunanji 
dejavniki, predvsem klima oz. geografsko poreklo rastline, tip rastišča, razporeditev in 
količina padavin itd. (Ríos, 2016).  
 
Kot že omenjeno, je EOPM kompleksna mešanica mono in seskviterpenoidov. Osnovne 
sestavine so mentol, menton, metil acetat, izomenton, mentofuran, piperiton, piperiton 
oksid, linalol, karvon. Marsikatera od omenjenih sestavin je uporabna v živilstvu (Prakash 
in sod., 2016). Mentol je ciklični monoterpen alkohol in poleg mentona in izomentona daje 
rastlinam hladilni okus in vonj. Ni popolnoma topen v vodi (435,5 mg/L pri 25 °C), je pa 
dobro topen v alkoholu, dietil etru, kloroformu. Reagira na različne načine in se oksidira 
do mentona. Mentol se veže na posebne termoreceptorje, prihaja do vdiranja kalcijevih 
ionov skozi kanalčke in posledično povečanja njegove koncentracije znotraj celice, kar 
prispeva k hladilnemu učinku (Kamatou in sod., 2013).  
 
Vsebnost mentola kot prevladujoče spojine v EOPM je odvisna od vrste in pogojev 
sušenja. S stališča kakovosti olja, pri čemer je zaželena večja vsebnost mentola in manjša 
vsebnost mentona, je najbolj primerno sušenje z mikrovalovi. Vsebnost mentola v EOPM 
se pogosto giblje med 35 % in 45 % (Beigi in sod., 2018).  
 
Zaradi protimikrobnega učinka omenjenih sestavin EOPM se ta lahko izkoristi v 
kmetijstvu, predvsem v zadnjih letih, zaradi večjega zanimanja za uporabo naravnih 
sredstev, za zaščito pridelkov. Antimikrobno aktivnost karvona so opazili proti 
fitopatogenim organizmom, ki so imeli negativen vpliv na proizvodnjo žit, tako v 
kontekstu količine pridelka, kot varnosti, zaradi tvorbe mikotoksinov oz. preprečevanja le-
te. Fungistatični ali fungicidni učinek je odvisen od uporabljene koncentracije (Morcia in 
sod., 2016). 
 
Ena izmed slabosti hlapnih EO je njihova velika občutljivost na temperaturo. Posledica je 
lahko tudi manjša učinkovitost pri varovanju živil. Za premagovanje teh težav, zmanjšanja 
evaporacije in s tem povečanja dolgoročne učinkovitosti, se EO in njihove aktivne snovi 
enkapsulirajo v prisotnosti modificiranih škrobov, ki ujamejo kapljice eteričnega olja ali 
njihovih aktivnih snovi. S tem zmanjšamo evaporacijo in nadziramo sproščanje arom med 
skladiščenjem in aplikacijo (Prakash in sod., 2016). 
 
Meta oz. njeno EO ima zaradi svojih sestavin znano stimulativno, karminativno 
(preprečuje nastajanje črevesnih plinov) in antispazmolitično delovanje (preprečuje 
mišične krče). Poleg tega karvon lahko zmanjša stranske učinke kemoterapij, zaradi svoje 
sposobnosti razstrupljanja. Karvon kot ključni monoterpen lahko v kombinaciji z ostalimi 
sestavinami EO nekaterih vrst mete deluje učinkovito proti termitom in mravljam, torej 
lahko deluje kot okolju prijazen insekticid. Karvon se lahko uporablja v ribogojstvu kot 
anestetik (Morcia in sod., 2016). 
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2.2.2 Pridobivanje EOPM 
 
Za separacijo oz. koncentriranje bioaktivnih sestavin iz rastlinskih materialov se 
uporabljajo različne metode. Sestava je odvisna od uporabljene metode ekstrakcije. V 
nadaljevanju sta kratko predstavljeni najpogostejša metoda pridobivanja eteričnega olja, to 
je destilacija z vodno paro, poleg tega pa še superkritična ekstrakcija, ker smo v 
eksperimentalnem delu naloge imeli pripravke, pridobljene s tema dvema postopkoma. 
 
2.2.2.1 Destilacija z vodno paro 
 
Je najpogostejša metoda pridobivanja eteričnih olj. Ta proces ponavadi traja od 1 do 10 ur 
(Stratakos in Koidis, 2016). Količina pridobljenega olja je odvisna od časa destilacije, 
temperature, tlaka, vrste rastlinskega materiala. Destilirana voda se uporablja kot vir pare. 
Spojine, ki jih vsebuje rastlina, so destilirane pri temperaturah, nižjih od njihovega vrelišča 
in z uporabo pare jih uparimo pri temperaturah, nižjih od 100 °C pri atmosferskem tlaku. 
Para prehaja skozi rastlinski material, prihaja do rušenja strukture rastlinskih celic, kar vodi 
v sproščanje različnih hlapnih molekul, ki jih para odnaša, deluje kot nosilec. Para nosi 
hlapne spojine do hladilnika, kjer kondenzirajo in se zbirajo v posebnem delu naprave, 
nastaja mešanica olje-voda. Po destilaciji pogosto z dekantiranjem odstranimo plast vode, 
t.i. hidrolat. Alternativa dekantiranju je uparjanje (Roohinejad in sod., 2017). 
 
2.2.2.2 Superkritična ekstrakcija 
 
Tradicionalno uporabljene ekstrakcijske metode, kot so solventna ekstrakcija in destilacija 
z vodno paro, imajo nekaj slabosti, kot so: nižji izkoristek (donos), izguba hlapnih sestavin, 
daljši čas ekstrakcije in ostanki toksičnih topil. Vse to je prispevalo k razvoju novih tehnik, 
s katerimi bi omenjene probleme premagali (Stratakos in Koidis, 2016). 
 
V splošnem pri superkritični ekstrakciji trdi material vstavimo v posodo, v katero uvajamo 
superkritično tekočino z določenim specifičnim tokom, dokler niso doseženi ustrezni 
pogoji ekstrakcije. Superkritična tekočina ima lastnosti tako plina (prehaja skozi trde 
materiale kot plin) kot tekočine (lahko raztaplja). Metoda je primerna za ločevanje 
termolabilnih sestavin, saj ponavadi poteka pri nižjih temperaturah kakor druge 
konvencionalne metode. Z uravnavanjem tlaka in temperature vplivamo na interakcije med 
topilom in topljencem, s čemer lahko dosežemo visoko selektivnost. Potrebno se je 
izogibati previsokih tlakov, ki lahko privedejo do ekstrakcije visokomolekularnih spojin, 
kot so voski, ki niso zaželeni (Stratakos in Koidis, 2016).  
 
Zaradi posebnih lastnosti superkritičnih tekočin (njihove nižje viskoznosti, višje 
difuzivnosti) lahko dosti bolj učinkovito prehajajo porozne trde materiale v primerjavi s 
tekočimi topili, ki se uporabljajo pri solventni ekstrakciji. To rezultira v hitrejšem prenosu 
mase in hitrejši ekstrakciji v primerjavi s solventno ekstrakcijo. Je okolju bolj prijazna 
metoda, saj uporablja manj toksične tekočine, kot so CO2 ali v določenih primerih 
organska topila, katerih poraba je dosti manjša (Stratakos in Koidis, 2016). Superkritični 
CO2 deluje kot odlično topilo za nepolarne topljence in je poceni. Z dodatkom majhnih 
količin metanola, etanola (izbira je odvisna od lastnosti topljenca) lahko ekstrahiramo tudi 
polarne topljence. Poglavitna slabost superkritične ekstrakcije je visoka začetna cena 
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investicije (Azwanida, 2015), a lahko ekstrahiramo hitro in z visokimi izkoristki in z 
uravnavanjem temperature in tlaka vplivamo na izkoristek. Separacija topila od topljenca 
je dosti lažja v primerjavi s konvencionalnimi ekstrakcijskimi metodami. Je primerna za 
ekstrakcijo temperaturno občutljivih spojin, prav tako pa je možna tudi ponovna uporaba 
topila (Azmir in sod., 2013). 
 
2.3 PROTIMIKROBNA UČINKOVITOST EO 
 
Protimikrobna učinkovitost EO je povezana z njihovo hidrofobnostjo, ki vpliva na 
sposobnost vstopanja v oz. preko celične membrane, s tem pa na povečanje celične 
prepustnosti, ki vodi do izgube celičnih sestavin. Končni izid je lahko liza celic in smrt. 
Zunanja membrana po Gramu negativnih bakterij pri tem predstavlja učinkovitejšo oviro, 
zato so po Gramu pozitivne bakterije v splošnem bolj občutljive na EO. Določeni viri 
navajajo občutljivost MO na EO v naslednjem vrstnem redu: glive > po Gramu pozitivne 
bakterije > po Gramu negativne bakterije. Nekatera EO lahko vplivajo tudi na po Gramu 
negativne mikroorganizme, obstajata pa dve vrsti, ki sta izkazali visoko odpornost 
(Klebsiella pneumoniae in Pseudomonas aeruginosa) (Bevilacqua in sod., 2017). 
 
Ključno za protimikrobno aktivnost EO je dejstvo, da imajo različna EO zelo različno 
bioaktivnost že zaradi različne kemijske sestave. Način delovanja nekaterih EO še ni 
popolnoma jasen in tudi občutljivost MO na EO je različna. Tretja skupina vplivov pa je 
vezana na medij oz. kompleksni matriks, kot je živilo. Prisotnost lipidov, ogljikovih 
hidratov, proteinov, vode, soli, antioksidantov, konzervansov in vrednost pH lahko 
zmanjša učinek EO v živilih. Prav tako ekstrinzični dejavniki (npr. temperatura, pakiranje 
(vakuumsko, modificirana atmosfera)) skupaj z intrinzičnimi dejavniki igrajo ključno 
vlogo. Večja koncentracija proteinov in lipidov ščiti bakterije, soli pa lahko izboljšajo 
delovanje EO. Struktura živil lahko omejuje protimikrobno aktivnost EO. Zaradi 
omenjenih dejavnikov so za uporabo v živilu potrebne večje koncentracije (Bevilacqua in 
sod., 2017). 
 
2.3.1 Vpliv vrednosti pH medija 
 
Vrednost pH je pomemben dejavnik, ki vpliva na aktivnost EO. Pri nizki vrednosti pH se 
hidrofobnost nekaterih EO (npr. olje timijana) poveča, zato so lažje topna v bakterijskih 
membranah, kar povečuje njihovo protimikrobno delovanje (Speranza in Corbo, 2010). 
 
2.3.2 Vpliv prisotnosti različnih biopolimerov 
 
Na splošno visoke koncentracije maščob in/ali proteinov v živilih ščitijo bakterije pred 
delovanjem EO. Nekateri avtorji navajajo, da maščoba ustvari zaščitno plast okoli bakterij 
ali pa lipidne frakcije absorbirajo protimikrobna sredstva in na ta način znižujejo njegovo 
koncentracijo in učinkovitost v vodni fazi. Ugotovili so, da je interakcija karvakrol-proteini 
omejujoč dejavnik pri protimikrobni aktivnosti EO proti vrsti Bacillus cereus v mleku. 
Vsebnost proteinov je bila tudi omejujoč dejavnik za protimikrobno aktivnost EO klinčkov 
proti serovaru Salmonella Enteritidis v siru z nizko vsebnostjo maščob (Speranza in Corbo, 
2010). 
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2.3.3 Vpliv koncentracije soli in strukture medija 
 
Predvidevajo, da večje koncentracije soli lahko tudi pospešujejo delovanje eteričnih olj. 
Fizikalna struktura medija lahko omejuje protimikrobno aktivnost EO. Ugotovili so, da je 
inhibitorni učinek EO origana proti salmonelam precej zmanjšan v gelu glede na bujon. Do 
tega je prišlo zaradi omejene difuzije EO skozi matriks gela (Speranza in Corbo, 2010). 
 
2.3.4 Učinek na celično morfologijo 
 
Prvi učinki EO na bakterije, ki so opazni z mikroskopom, so spremembe celične oblike, 
prav tako koagulacija citoplazme, kot so opazili z elektronskim mikroskopom. Gubanje in 
propadanje celic je posledica porušenja zunanje ali notranje membrane, prav tako kot 
koagulacija notranje vsebine (Bevilacqua in sod., 2017). 
 
2.3.5 Porušenje zunanje membrane po Gramu negativnih bakterij 
 
Zunanja, t.j. lipopolisaharidna (LPS) membrana s pomočjo proteinskih kanalov ureja in 
ščiti notranjo, citoplazemsko membrano in tako prispeva k nadzoru prepustnosti celične 
membrane. Na ta način omejuje tudi aktivnost EO proti po Gramu negativnim bakterijam, 
vendar nekatera EO lahko delujejo in povzročajo njeno porušenje. Prvi znak poškodbe 
zunanje membrane je sproščanje sestavin LPS sloja. Nekatera EO lahko povečajo 
prepustnost obeh membran brez zaznavnega porušenja strukture celičnih sestavin. 
Posledica tega je lahko sproščanje proteinov, kot so nekateri encimi (β‐galaktozidaza) 
(Bevilacqua in sod., 2017).  
 
2.3.6 Učinek na citoplazemsko membrano 
 
Protimikrobne spojine, ki delujejo na membrano, lahko povzročajo depolarizacijo ali 
povečajo prepustnost z različnimi mehanizmi. Na primer nekateri peptidi tvorijo pore, 
medtem ko EO vplivajo na fluidnost membrane. EO poškodujejo membrano tako, da pride 
do izliva K+, Ca2+, nukleinskih kislin in proteinov. EO vplivajo na maščobno kislinsko 
sestavo membran. EO timijana in origana, ki vsebujejo timol, trans‐2‐heksenal in 
karvakrol, vplivajo na maščobno kislinsko sestavo membran bakterij Listeria 
monocytogenes, Escherichia coli in S. Enteritidis. EO so vplivala na povečanje količine 
nenasičenih maščobnih kislin in njihovih trans izomer (Bevilacqua in sod., 2017). 
 
2.3.7 Učinek na homeostazo, encime in filmotvornost 
 
Na splošno EO povzročajo porušenje membrane, kar privede do nenadzorovanega uhajanja 
celične vsebine. Z uporabo EO gorčice so opazili sproščanje ATP iz celic, prav tako 
znižanje znotrajcelične vrednosti pH. To so ugotovili pri bakterijah Vibrio cholearae, 
Listeria monocytogenes, Bacilus cereus in Enterococcus faecalis. EO lahko vplivajo na 
zmanjšanje membranskega potenciala, obstajajo pa tudi dokazi o možnih učinkih EO na 
specifične encime, kot so ureaza, proteaze, alkohol dehidrogenaza, acetat kinaza, 
karboksilaze, α‐amilaze, ATPaze in encimske sisteme, ki sodelujejo pri nastanku acetil-
CoA. EO lahko tudi igrajo pomembno vlogo pri nastajanju biofilmov, celični signalizaciji 
(QS, quorum‐sensing) in virulenci. QS je ključen dejavnik za patogenost in odpornost proti 
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antibiotikom, saj vpliva na sintezo aciliranih homoserin laktonov (AHL) in posledično na 
gibljivost, rojenje, nastanek biofilmov in odpornost na antibiotike. Študije, ki so preučevale 
učinke EO različnih rastlin, so pokazale, da EO lahko zmanjšajo gibljivost, adhezivnost in 
filmotvornost bakterij (Bevilacqua in sod., 2017; Šimunović in sod., 2020). 
 
2.3.8 Učinek na spore 
 
Širok spekter EO so preizkusili tudi na sporogenih bakterijah, kot so Alicyclobacilus spp., 
Bacillus spp., Clostridium spp., in mnogim ugotovili minimalno inhibitorno koncentracijo 
(MIK), vendar še vedno ni jasen način delovanja na spore. Več EO, katerim so bile 
izpostavljene spore bacilov, so dokazali sporocidno delovanje, zaradi uhajanja vsebine iz 
spor. Pri raziskavah, kjer so spore bakterij rodu Alicyclobacilus acidoterrestris izpostavili 
pripravku iz limon, so ugotovili sproščanje dipikolinske kisline in proteinov iz tretiranih 
spor (Bevilacqua in sod., 2017). 
 
2.3.9 Spremembe v proteomu in transkriptomu 
 
Nekateri avtorji poročajo o možni aktivnosti EO na celotni proteom in transkriptom, npr. 
subletalnih koncentracij timola na vrsto Salmonella enterica. Ugotovili so, da v tretiranih 
celicah ni prišlo do ekspresije tioredoksina-1 (to so proteini, ki delujejo kot antioksidanti z 
pospeševanjem redukcije ostalih proteinov preko ditiol-disulfid reakcij), pač pa povečane 
sinteze proteinov, kot so šaperoni in proteinov zunanje membrane (Bevilacqua in sod., 
2017). 
 
2.4 PROTIMIKROBNA AKTIVNOST EOPM  
 
Vrednosti MIK pod 1 mg/mL so določili za bakterijske vrste L. monocytogenes, S. aureus 
in S. epidermidis, X. campestris in P. syringae. Bolj odporne pa so bile vrste P. vulgaris, 
B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, S. Typhimurium, K. pneumoniae, Y. enterocolitica. 
Vrednosti MIK in MBK so načeloma nižje za po Gramu pozitivne bakterije (Hammer in 
sod., 1999; İşcan in sod., 2002; Nikolić in sod., 2014). Bakterija P. aeruginosa velja za 
bolj odporno vrsto, saj v nobeni od študij ni bila določena MIK, podobno velja za bakterije 
rodu Aeromonas.  
 
Protimikrobno aktivnost EOPM so opazili na vseh preiskovanih sevih (S. aureus, 
S. pyogenes, E. coli, K. pneumoniae). Aktivnost EOPM je bila večja v primerjavi z 
gentamicinom kot pozitivno kontrolo le pri S. aureus, določeni z difuzijsko metodo v 
agarju. Do podobnih ugotovitev so prišli v drugi študiji, kjer so določali protibakterijsko 
aktivnost pri številnih sevih vrst E. coli, X. campestris in S. aureus. Najbolj inhibirana je 
bila vrsta E. coli, sledila je vrsta S. aureus, najbolj odporna pa je bila bakterija 
X. campestris (Singh in sod.,2015; Satmi in Hossain, 2016). Od preiskovanih bakterij je 
bila vrednost MIK za X. campestris največja, in sicer 80 μg/mL. Za ostale bakterije 
(nekatere vrste iz rodu Bacillus, L. monocytogenes, S. epidermidis, S. pyogenes, 
A. baumannii, E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae, S. Typhimurium, X. campestris, 
E. aerogenes, S. Enteritidis) je vrednost MIK znašala med 0,20 in 3,5 μg/mL (Reedy in 
sod., 2019). Opazne so bile precejšnje razlike med vrednostmi MIK za določene seve 
bakterij, kot je npr. E. coli. 
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Pri EOPM, kjer so določili vsebnost izomentona in mentola 66,59 %, dveh oksigeniranih 
monoterpenov z znano protimikrobno aktivnostjo, so ugotovili, da je EO med testiranimi 
po Gramu negativnimi bakterijami najbolj inhibiralo vrsto P. aeruginosa (premer področja 
inhibicije je bil 22 mm) in med po Gramu pozitivnimi vrsto S. aureus (premer inhibicijske 
cone je bil 24 mm). Djenane in sod. (2012) poročajo o nekoliko manjši inhibiciji S. aureus 
(okoli 18 mm). Omenjeni pojav je lahko povezan z drugačno kemijsko sestavo, precej 
manjšo vsebnostjo monoterpena limonena (2,97 %).  
 
Kang in sod. (2019) poroča o protibakterijskem delovanju EOPM. Ugotovljena vrednost 
MIK je bila enaka 0,5 mg/mL, MBK pa 2 mg/mL. Z merjenjem električne prevodnosti 
celic S. aureus so ugotavljali prepustnost celičnih membran po tretiranju celic z EOPM. Z 
večanjem koncentracije EOPM se je povečevala izmerjena prevodnost. Lahko sklepamo, 
da nekatere sestavine EOPM povzročajo povečanje prepustnost membrane, posledično 
prihaja do izlitja elektrolitov in povečanja električne prevodnosti. Pretirana izguba 
elektrolitov vodi v smrt (Kang in sod., 2019). 
 
2.5 UPORABA EO IN EOPM V MESU IN MESNIH IZDELKIH 
 
Povpraševanje potrošnikov po varnih naravnih izdelkih je v zadnjih letih privedla do 
iskanja blažjih tehnik konzerviranja z namenom izboljšanja kakovosti, varnosti, brez 
izgube prehransko pomembnih sestavin in organoleptičnih lastnosti. V tem smislu imajo 
naravne protimikrobne snovi, kot so eterična olja, potencial za zagotavljanje kakovosti in 
varnosti, z zmanjšanjem negativnih vplivov na človekovo zdravje. Pri tem pa je potrebno 
upoštevati omejitve, kot so npr. slaba topnost in obstojnost, interakcije s sestavinami živila 
in drugimi načini konzerviranja, pri zelo aromatičnih snoveh, kot so EO, pa tudi 
potencialni vpliv na senzorične lastnosti živila (Bošković in sod., 2013; Klančnik in sod., 
2019). 
 
Po Gram negativne psihrotrofne bakterije, predvsem rodu Pseudomonas, družine 
Enterobacteriaceae in mlečnokislinske bakterije so glavni mikroorganizmi, odgovorni za 
kvar mesa. Med patogenimi bakterijami, ki se pogosto prenašajo z mesom in mesnimi 
izdelki, so Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Campylobacter spp., 
L. monocytogenes, patogeni sevi E. coli. Manjša vsebnost vode v mesu in mesnih izdelkih 
v primerjavi z laboratorijskimi gojišči lahko zmanjša topnost in dostopnost protimikrobnih 
sestavin do tarčnih mest v bakterijski celici. Ugotovili so, da EO origana, koriandra ter 
timijana učinkovito inhibirajo avtohtono mikrobioto mesa, kot tudi patogene bakterije, saj 
so povzročili izrazito zmanjšanje števila živih celic, a so bila EO mete in koriandra manj 
učinkovita v izdelkih z večjo vsebnostjo maščobe. Velika vsebnost maščob zmanjšuje 
delovanje EO v mesnih izdelkih. Na primer EO timijana je izrazito zmanjšalo populacijo 
bakterij L. monocytogenes v mesnem izdelku iz govedine z majhno vsebnostjo maščobe, a 
ne v izdelku z večjo vsebnostjo maščobe (Speranza in Corbo, 2010).  
 
Uporaba EO koriandra in ožepka neposredno v mletem mesu je inhibirala rast 
enterobakterij, še posebej pri temperaturi 6 ± 1 °C. Uporabili so koncentracijo (0,02 % 
v/w), ki je še senzorično sprejemljiva. Vakuumsko pakirano mleto meso so hranili pri 0,5 ± 
0,5 °C in 6 ± 1 °C 15 dni. Rezultati so pokazali, da so z dodatkom EO podaljšali rok 
uporabe do tri dni s preprečevanjem nezaželenih senzoričnih sprememb in zmanjšanjem 
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rasti enterobakterij od 1 do 2 log. Zaviralni učinek EO na skupno število bakterij in 
mlečnokislinskih bakterij je bil do 1 log za obe vrsti EO (Shojaee‐Aliabadi in sod., 2017). 
 
EO klinčkov je izjemno vplivalo na zaviranje rasti mlečnokislinskih bakterij in 
psihrotrofnih bakterij, vključno z vrstami rodu Pseudomonas, na surovem bivoljem mesu 
pri temperaturi 8 °C 9 dni, vendar ni vplivalo na rast mezofilnih bakterij (Shojaee‐Aliabadi 
in sod., 2017). 
 
Na podlagi protimikrobnih lastnosti eteričnih olj in vrste patogenega MO nekatera EO 
delujejo boljše kot druga v mesnih izdelkih. Opravljenih je bilo več študij z namenom 
potrditve učinkovitega delovanja EO proti salmonelam v hrani. Rezultati so pokazali, da so 
EO cimeta, origana, timijana in žajblja inhibirala rast salmonel in povzročila znatno 
zmanjšanje števila salmonel. EO cimeta je pokazalo najboljši protimikrobni učinek proti 
salmonelam, olje rožmarina pa manjšo učinkovitost. Na splošno pa velja, da so 
koncentracije uporabljenih olj, ki bi preprečevale oksidacijo, rast patogenih MO in s tem 
zagotovile podaljšanje obstojnosti, večje od tistih v in vitro pogojih, zaradi interakcij s 
sestavinami mesa (Bošković in sod., 2013). 
 
EO lahko vplivajo tudi na nastanek biogenih aminov v mesu. Na primer, EO mete poleg 
protimikrobnih lastnosti zavira razgradnjo proteinov in nukleotidov, s tem vzdržuje pravo 
konzistenco ribjega mesa. Zaradi potencialnega zaviralnega učinka EO na kopičenje 
histamina, putrescina in kadaverina se lahko uporabljajo za podaljšanje roka obstojnosti 
svežega mesa in pomembnih hranil, ki jih vsebuje. Na vrsto in količino biogenih aminov, 
ki nastajajo med skladiščenjem, vpliva več dejavnikov, kot so vrsta mesa, prisotna 
mikrobiota, temperatura, pakiranje in uporabljena protimikrobna sredstva (Cai in sod., 
2015). 
 
Bakterije rodu Pseudomonas so kvarljivci, ki imajo zelo kratek generacijski čas pri 
temperaturah hladilnika in razgrajujejo proteine in lipide mesa, kar vodi v nastanek 
neprijetnih arom in spremembe pH. Začetno število pseudomonasov na surovem mesu je 
bilo okoli 1,45 log CFU/g. Med skladiščenjem se je njihovo število povečevalo pri 
kontrolnem vzorcu. Pri vzorcih z dodatkom bakteriocina in EOPM je bilo opazno izredno 
znižanje števila pseudomonasov, in sicer največ za 3,89 log CFU/g. Avtorji so povzeli, da 
so na ta način zelo učinkovito zmanjšali število teh pomembnih kvarljivcev (Smaoui in 
sod., 2016).  
 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 POTEK DELA 
 
Eksperimentalni del naloge je bil izveden v Laboratoriju za mikrobiologijo na Katedri za 
inženirstvo konzervirane hrane na Tehnološki fakulteti Univerze v Novem Sadu tekom 
študentske izmenjave CEEPUS v letu 2019, pod mentorstvom doc. dr. Sunčice Kocić-
Tanackov in je potekal po načrtu dela, predstavljenem na sliki 1. 
 
Lisičić B. Protibakterijsko delovanje eteričnega olja poprove mete na govejem mesu.  








3.2.1 Rastlinski material  
 
Za izvedbo mikrobioloških eksperimentov smo uporabili eterično olje poprove mete, ki so 
ga pripravili sodelavci iste fakultete na Oddelku za farmacevtsko inženirstvo z destilacijo z 
vodno paro in je bila izvedena v skladu s postopkom, predpisanim v farmakopeji (Ph. Jug. 
IV, 1984). Suh rastlinski material (40,0 g) so prenesli v stekleno bučko (1 L) in dodali 
400 mL destilirane vode. Destilacija je potekala 2 uri v stekleni Unger aparaturi. 
Pridobljeno EOPM so shranili pri temperaturi -18 °C do nadaljnjih analiz. Kemijska 
sestava EOPM, določena s plinsko kromatografijo (GC) s primerjavo retencijskih časov 
standardov in pridobljenih retencijskih časov vzorcev, je podana v prilogi A. V in vitro 
testu v mikrotitrski ploščici pa smo primerjalno na EOPM uporabili še dva izvlečka, 
pripravljena v istem laboratoriju s superkritično ekstrakcijo rastlinskega materiala poprove 
mete (Kocić-Tanackov, 2020). 
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3.2.2 Delovni mikroorganizem 
  
Za izvedbo eksperimenta smo uporabili sev po Gramu negativne črevesne bakterije 
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 iz zbirke Laboratorija za mikrobiologijo na 
Tehnološki fakulteti Univerze v Novem Sadu. 
 
 3.2.3 Mikrobiološka gojišča in modelno živilo 
 
Tekoče gojišče TSB  
Sestavini gojišča sta tripton soja bujon (Oxoid, CM0129, Anglija) in destilirana voda. 
Priprava: 15 g osnovnega medija TSB smo natehtali v 1000 mL steklenico in vsebino 
raztopili v 500 mL destilirane vode. Gojišče smo sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 
temperaturi 121 °C in do uporabe shranili v hladilniku.  
 
Tekoče gojišče BHI  
Sestavini gojišča sta bujon Brain Heart Infusion (BHI, Merck, Nemčija) in destilirana 
voda. Priprava: 19 g medija BHI smo natehtali v 1000 mL steklenico, raztopili v 500 mL 
destilirane vode in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C in do uporabe shranili v 
hladilniku.  
 
Tekoče gojišče MHB  
Sestavini gojišča sta bujon Mueller Hinton (MHI, Merck, Nemčija) in destilirana voda. 
Priprava: 10,5 g osnovnega medija MHB smo natehtali v 1000 mL steklenico in gojišče 
pripravili enako kot je opisano za gojišči TSB in BHI. 
 
Ostala mikrobiološka gojišča in modelno živilo 
Za določanje skupnega števila enterobakterij smo uporabili že pripravljene agarske plošče 
z gojiščem VRBG (Biolife, Milano, Italija), za določanje skupnega števila aerobnih 
mezofilnih bakterij plošče z gojiščem PCA (Biolife, Milano, Italija) in za določanje 
bakterij vrste Salmonella plošče XLD (Biolife, Milano, Italija). Za modelni poskus na 
živilu smo uporabili sveže goveje meso (goveji kare, oznaka vzorcev M), kot kontrolne 
vzorce pa še sterilizirano goveje meso (sterilizacija 15 minut, 121°C, oznaka vzorcev SM). 
 
3.3 METODE  
 
3.3.1 Revitalizacija delovne kulture in priprava inokuluma 
 
Predhodno zamrznjen bakterijski sev smo odtalili in s cepilno zanko prenesli v tekoče 
gojišče MHB in inkubirali 24 h na stresalniku pri 100 obr./min. in temperaturi 37 °C. Po 
inkubaciji smo kulturo aseptično nacepili na trdno gojišče TSA in znova inkubirali 24 ur 
pri 37 °C in preverili rast značilnih kolonij. Po eno kolonijo bakterijske kulture smo s 
cepilno zanko prenesli v 4 mL tekočega gojišča TSB in vsebino premešali na vrtinčnem 
mešalniku. Nato smo umerili optično gostoto (OD) preko merjenja absorbance pri 600 nm 
na OD 0,1, za pripravo ustrezne koncentracije inokuluma pa kulturo še nadalje redčili po 
Kochu do koncentracije 105 CFU/mL. 
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3.3.2 Določanje MIK in MBK v mikrotitrski ploščici 
 
Za določitev minimalne inhibitorne (MIK) in minimalne baktericidne (MBK) 
koncentracije smo uporabili metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici, kot je opisano v 
publikaciji Stanojević-Nikolić in sod. (2016). Po serijskem razredčevanju testnih 
rastlinskih materialov v treh ponovitvah na mikrotitrski ploščici smo z multikanalno pipeto 
dodali 50 μL pripravljenega inokuluma bakterij, vzorce premešali na stresalniku 
mikrotitrskih ploščic in inkubirali 24 ur pri temperaturi 37 °C. Vrednost MIK smo odčitali 
vizualno kot motnost gojišča, minimalno baktericidno koncentracijo (MBK) pa smo 
določili s preverjanjem preživelih bakterij na petrijevih ploščah. Po inkubaciji 
mikrotitrskih ploščic smo iz luknjic, v katerih ni bilo več bakterijske rasti in prvih, v 
katerih je bila rast še prisotna, prenesli po 10 μL vzorca na trdno gojišče TSA, ki smo ga 
nato inkubirali 24 ur pri temperaturi 37 °C. Vrednost MBK smo določili kot najnižjo 
koncentracijo vzorca, pri kateri po nacepitvi na agar TSA ni bilo bakterijske rasti. 
 
3.3.3 Določanje učinkovitosti EOPM v modelnem poskusu na govejem mesu 
 
EOPM, ki je bilo protibakterijsko najbolj učinkovito v predhodnem testu v mikrotitrski 
ploščici, smo v nadaljevanju preizkusili še v modelnem poskusu na govejem mesu z 
obremenitvenim testom z bakterijo Salmonella Typhimurium ATCC 13311 in brez nje. Pri 
tem smo uporabili vzorce svežega in predhodno steriliziranega mesa, EOPM pa v 
koncentraciji, ki se je v predhodnem in vitro testu v mikrotitrski ploščici izkazala kot 
minimalna mikrobicidna koncentracija. Pripravili smo jo v 16 % raztopini etanol-voda. 
Predhodno zatehtane vzorce svežega in steriliziranega mesa smo 2-krat premazali s 
pripravljeno raztopino eteričnega olja. Na izbrano skupino pripravljenih vzorcev smo nato 
nanesli še predhodno pripravljeno suspenzijo testne kulture salmonel s standardno 
koncentracijo (108 CFU/mL). Tako pripravljene vzorce smo nato skladiščili pet dni v 
standardnih pogojih pri temperaturi in vlažnosti hladilnika in jih vzorčili za standardno 
mikrobiološko preiskavo vsakih 24 ur (5x). S standardnimi mikrobiološkimi metodami 
(ISO) tekom petdnevnega skladiščenja smo uporabili izbrane mikrobiološke indikatorske 
skupine kakovosti in varnosti (skupno število enterobakterij, skupno število aerobnih 
mezofilnih mikroorganizmov in število bakterij Salmonella).  
 
3.3.3.1 Določanje skupnega števila aerobnih mezofilnih bakterij (SŠAMB) 
 
Za določanje SŠAMB smo uporabili standardno metodo (ISO 4833-1:2013). Vzorce mesa 
smo najprej zatehtali in dodali 9-kratno količino fiziološke raztopine in vzorce 
homogenizirali. Nato smo pripravili ustrezne razredčitve po Kochu. Število razredčitev, ki 
smo jih pipetirali v petrijevke ter prelili z gojiščem PCA, je bilo odvisno od pričakovanega 
števila bakterij. Sledila je inkubacija pri 30 °C, 72 h. Nato smo prešteli kolonije in 
koncentracijo bakterij ovrednotili z enačbo: 
                … (1)  
Legenda: 
N – koncentracija bakterij v vzorcu (CFU/g)  
ΣC – vsota vseh kolonij na vseh števnih delih plošče  
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n1 – število paralelk prve upoštevane razredčitve  
n2 – število paralelk druge upoštevane razredčitve  
R – faktor razredčitve pri prvi upoštevani razredčitvi  
 
3.3.3.2 Določanje števila salmonel 
 
Za določanje salmonel smo uporabili standardno metodo (ISO 6579-1:2017). Izvedba je 
bila enaka kot je opisano v točki 3.3.3.1, le da smo uporabili selektivno gojišče za 
salmonele, ksiloza lizin deoksiholat agar (XLD). Ta se uporablja za izolacijo salmonel in 
šigel. Izkorišča lastnosti deoksiholata za selektivno inhibicijo. Tako zavremo rast številnih 
neželenih bakterij, preživijo pa tiste, ki lahko izkoriščajo ogljikove hidrate prisotne v 
gojišču in dekarboksilirajo lizin, nastaja vodikov sulfid iz tiosulfata, kar vodi do nastanka 
črnih kolonij (Corry in sod., 2003). 
 
3.3.3.3 Določanje skupnega števila enterobakterij  
 
Za določanje skupnega števila enterobakterij smo uporabili standardno metodo (ISO 
21528-2:2017) s selektivnim gojiščem VRBG. Gojišče izkorišča inhibitorni učinek 
sestavin, kot so kristal violet in žolčne soli. Indikatorski sistem gojišča sestavljata glukoza 
in nevtralno rdeče. Kristal violet in žolčne soli zavirajo rast številnih bakterij, odporne pa 
izkoriščajo glukozo, nastaja vijolična cona okoli kolonij (Corry in sod., 2003). 
 
3.3.4 Statistična obdelava rezultatov 
 
Vse poskuse smo izvedli v treh tehničnih ponovitvah in dveh neodvisnih poskusih. Za 
obdelavo podatkov smo uporabili program Microsoft Excel. Iz dobljenih rezultatov smo 
izračunali povprečne vrednosti in standardne odklone. 
 
 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 REZULTATI TESTIRANJA PROTIMIKROBNEGA DELOVANJA PRIPRAVKOV 
POPROVE METE Z METODO RAZREDČEVANJA V MIKROTITRSKI PLOŠČICI  
 
Preglednica 1: Vrednosti MIK in MBK (µL/mL) kot merilo protimikrobne učinkovitosti proti bakteriji 
S. Typhimurium 
 
Rastlinski material S. Typhimurium 
 MIK MBK 
EOPM 0,44 0,89 
Izvleček SE 100 28,41 56,82 
Izvleček SE 300 28,41 56,82 
 
Legenda: 
SE 100 – superkritični ekstrakt pridobljen pri tlaku 100 bar 
SE 300 – superkritični ekstrakt pridobljen pri tlaku 300 bar 
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Protibakterijska aktivnost EOPM in SFE smo ovrednotili proti Gram negativni bakteriji 
S. Typhimurium. Protibakterijsko aktivnost smo določili z določanjem vrednosti MIK in 
MBK. Rezultati so zbrani v preglednici 1.  
 
EO se je izkazalo za izjemno učinkovito, saj so bile vrednosti MIK in MBK okoli 60 krat 
manjše v primerjavi z izvlečki SE (superkritični ekstrakti). Z večanjem tlaka se povečuje 
tudi ekstrakcija lipidov kot so voski (Šojić in sod., 2019). Morda je bila zaradi prisotnosti 
teh spojin protimikrobna aktivnost ovirana. 
 
Metoda difuzije na trdnem gojišču z diski in mikrodilucijska metoda v bujonu sta 
najpogosteje uporabljani metodi za preiskovanje protimikrobne aktivnosti EOPM. EOPM 
so imela boljši inhibitorni učinek (določen z metodo difuzije v trdnem gojišču z diski) v 
primerjavi s kontrolo (eritromicin, tetraciklin) proti E. faecalis, L. monocytogenes in S. 
dysenteria. Z metodo mikrodilucije vrednost MIK ni bila določljiva za P. aeruginosa in 
Enterobacter aerogenes, za ostale (S. aureus, Salmonella enterica, S. Typhimurium) pa je 
znašala med 5,5 in 13,5 mg/mL z izjemo E.coli, ki je bila 40 mg/mL (Bassolé in sod., 
2010).  
 
Te vrednosti zaradi drugačne metode niso dobro primerljive z rezultati te naloge. El 
Asbahani in sod. (2014) pa poročajo le o nekoliko višji MIK (2,9 µL/mL), določeni z 
metodo dilucije v agarju. Vsebnost linalola (41,4 %) je precej višja v primerjavi z našim 
EOPM (0,44 %) in linalol acetata (39,5 %). Linalol acetat pa v našem primeru ni bil 
ugotovljen. Vsebnost oksigeniranih monoterpenov in monoterpenolov je predstavljala 
88 %. Vsebnost mentona in njegovih izomerov pa je bila bistveno manjša. Mentol sploh ni 
bil ugotovljen, torej je bilo EOPM z zanemarljivo vsebnostjo mentola podobno učinkovito 
kot naše EOPM, katerega vsebnost mentola je bila enaka 34,86 %. Linalol (MBK = 6 
μg/mL) in linalol acetat (10 μg/mL) posamično delujeta manj protimikrobno proti S. 
Typhimurium v primerjavi z mentolom (1,5 μg/mL). Z metodo difuzije so prav tako 
določili večjo protimikrobno aktivnost mentola v primerjavi z linalolom in linalol 
acetatom. Lahko sklepamo, da v kombinaciji z ostalimi sestavinami te spojine delujejo 
sinergistično. 
 
Mentol (MIK = 0,5 µg/mL) in menton (MIK = 1 µg/mL) sta pri metodi mikrodilucije 
pokazala boljšo protimikrobno aktivnost kakor EOPM (1,5 µg/mL), pri metodi z difuzijo v 
agarju so bili rezultati ravno obratni. Premer zone inhibicije je bil okoli 20 mm za EOPM, 
za mentol (17,6 mm) in menton (12,0 mm) nekoliko manjši. Vsebnost mentola in mentona 
in njihovih izomer je bila okoli 60 % (Reedy in sod., 2019). Nekoliko boljšo protimikrobno 
aktivnost našega preiskovanega EOPM si lahko razlagamo z razlikami v vsebnosti 
mentola, mentona in njihovih izomer (okoli 70 %).  
 
Določena protimikrobna aktivnost EOPM je načeloma manjša pri metodi difuzije. 
Omejeno aktivnost sestavin EOPM lahko razložimo z njihovo slabšo topnostjo, kar 
omejuje njihovo difuzijo v gojišče. Tako počasneje difundirajo v gojišče, posledično so 
potrebne večje koncentracije za enak učinek. Ena izmed sestavin, ki difundira v gojišče, je 
v vodi topen 1,8-cineol. Ostale slabše topne spojine, kot so določeni ogljikovodiki, pa 
ostanejo na površini gojišča ali izhlapijo. Metoda mikrodilucije pa se izvaja v mikrotitrskih 
ploščicah (imamo opravka z manjšimi volumni gojišča) in tekočem gojišču. Zato različne 
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protimikrobne spojine dosežejo svoje tarče hitreje kakor v trdnem gojišču. Posledično je 
določena MIK manjša (Soković in sod., 2010). 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov smo se za nadaljnje raziskave odločili uporabiti minimalno 
baktericidno koncentracijo EOPM (0,89 µL/mL). 
 
4.2 REZULTATI DOLOČANJA UČINKOVITOSTI EOPM V MODELNEM POSKUSU 
NA GOVEJEM MESU 
 
 
Slika 2: Prikaz protimikrobnega učinka dodatka EOPM na govejem mesu proti SŠAMB in enterobakterijam 
 
Pri enterobakterijah smo opazili večjo protibakterijsko aktivnost EOPM, vendar se je 
število enterobakterij kljub temu povečevalo s časom (Slika 2 desno). Začetno število pri 
kontrolnem vzorcu je znašalo 1,6 log CFU/g. Z dodatkom EOPM smo učinkovito 
upočasnili rast enterobakterij, največ do 2,2 log CFU/g. Najbolj opazen učinek smo 
ugotovili 2. in 5. dan testiranja. Število enterobakterij, zabeleženo pri kontrolnih vzorcih že 
3. dan eksperimenta, pri vzorcih z dodatkom EOPM ni doseglo v vseh 5 dneh skladiščenja 
(povečanje števila enterobakterij za 4,1 log CFU/g 5. dan skladiščenja pri kontrolnem 
vzorcu, pri vzorcih z dodatkom EOPM je bila ta vrednost 3,2 log CFU/g). 
 
Slika 2 levo prikazuje spreminjanje SŠAMB na mesu in na mesu z dodatkom EOPM s 
časom skladiščenja. Število bakterij pri vseh vzorcih se je s časom postopoma povečevalo. 
Začetna SŠAMB vrednost je bila enaka 4,9 log CFU/g, kar je glede na smernice blizu meje 
sprejemljivosti. Obstaja možnost, da je med distribucijo prišlo do prekinitve hladne verige. 
Zato je lahko bilo začetno SŠAMB nekoliko povečano. Na splošno velja, da lahko prihaja 
do kvara, zaznavanja neprijetnih senzoričnih sprememb, ko število mikroorganizmov 
preseže 7 log CFU/g. Ta vrednost je bila presežena že 3. dan pri kontrolnih vzorcih. 
Dodatek EOPM upočasni rast SŠAMB tudi do 1,3 log CFU/g (3. dan). Tako lahko 
sklepamo, da bi z dodatkom EOPM podaljšali rok uporabnosti mesa v danih skladiščnih 
razmerah vsaj za en dan, saj SŠAMB doseže vrednost 7 log CFU/g 4. dan. 
 
Razlog za relativno hitro naraščanje števila enterobakterij in SŠAMB med skladiščenjem 
so bile verjetno relativno visoke temperature med skladiščenjem (deklarirano 4-5 °C), pri 
tem pa moramo upoštevati tudi vso manipulacijo z vzorci pri relativno visokih 
temperaturah dela v laboratoriju. Morebitni dodatni razlogi bi lahko bili krajši nezabeleženi 
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izpad elektrike ali nepravilno delovanje laboratorijskega hladilnika. K navideznemu 
povečanju števila enterobakterij na VRBG gojišču je lahko prispevala rast pseudomonasov 
(lahko predstavljajo tudi okoli 60 % vseh določenih MO na tem gojišču), ki imajo najkrajši 
generacijski čas med psihrotrofnimi mikroorganizmi pri temperaturah med 0 °C in 7 °C 
(Ramos in Nascimento, 2020). 
 
 
Slika 3: Prikaz protimikrobnega učinka dodatka EOPM na govejem mesu proti salmoneli 
 
Najbolj opazno zmanjšanje števila dodanih bakterij S. Typhimurium zaradi dodatka EOPM 
glede na kontrolo smo opazili 4. dan, in sicer 1,5 log CFU/g. Lahko sklepamo, da EOPM 
zmanjša število salmonel, v povprečju za 0,86 log CFU/g glede na kontrolo. Očitno pa je 
tudi iz tega eksperimenta, da je bila temperatura med skladiščenjem v hladilniku verjetno 
večja od deklarirane 4-5 °C, saj salmonele le izjemoma lahko rastejo pri temperaturi 5 °C 
(Smadi in sod., 2012). Morebiten dodaten vzrok naraščanja števila salmonel je lahko 
narejena napaka med izvajanjem poskusa. Enterobakterije in aerobne mezofilne bakterije 
so heterogena skupina z različnimi temperaturnimi območji rasti, zato težje sklepamo, da je 
prišlo do prekoračenja deklarirane temperature, v primeru salmonel pa lahko to potrdimo z 
večjo gotovostjo.  
 
5 SPLOŠNA RAZPRAVA IN ZAKLJUČKI 
 
V eksperimentalnem delu smo določali protimikrobno delovanje pripravkov poprove mete 
(EOPM, SE 100, SE 300) z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Na podlagi 
rezultatov smo izbrali EOPM, ki se je izkazalo za najbolj zaviralno proti S. Typhimurium.  
 
Poleg po Gramu pozitivnih bakterij, ki so na splošno bolj občutljive na EOPM, so tudi po 
Gramu negativne bakterije občutljive na EOPM, mednje glede na rezultate sodijo tudi 
salmonele. Protimikrobno aktivnost EOPM povezujejo predvsem z vsebnostjo mentola in 
oksigeniranih monoterpenov. EO vrste M. aquatica z vsebnostjo oksigeniranih 
monoterpenov okoli 30 % je izkazalo manjšo protimikrobno aktivnost v primerjavi z EO 
M. piperita in M. longifolia z okoli 70 % oksigeniranih monoterpenov. Antioksidativna 
aktivnost pa je večinoma korelirala z vsebnostjo monoterpen ketonov (menton, izomenton) 
(Mimica-Dukić in sod., 2003). Po določenih raziskavah naj bi protimikrobna aktivnost 
korelirala z vsebnostjo mentola in mentona (Tyagi in sod., 2011). Iz družine oksigeniranih 
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monoterpenov sta predvsem izomenton in mentol znana po svoji protimikrobni aktivnosti 
(Smaoui in sod., 2016). V našem primeru sta omenjeni spojini predstavljali 40,58 % 
(34,86 % mentol in 5,72 % izomenton). Ne smemo pa zanemariti sinergističnih učinkov 
med prevladujočimi in minornimi sestavinami EOPM (Smaoui in sod., 2016). V nekaterih 
raziskavah so imela EO mete celo večjo protimikrobno aktivnost s precej manjšo 
vsebnostjo mentola (3,6 %). Iz tega lahko sklepamo na pomen ostalih sestavin EO, ki 
prispevajo k protimikrobnim lastnostim in na dejstvo, da ni le mentol odgovoren za 
protimikrobno aktivnost EO (Yadegarinia in sod., 2006).  
 
Po določitvi MBK je sledilo določanje protimikrobne aktivnosti v modelnem poskusu 
(obremenitveni test s salmonelo) na govejem mesu. Pri našem eksperimentalnem delu smo 
ugotavljali protimikrobno aktivnost EO vrste Mentha piperita proti enterobakterijam, 
aerobnim mezofilnim bakterijam in vrsti Salmonella Typhimurium. Za najbolj občutljive 
na EOPM so se izkazale enterobakterije. V literaturi so za dodatno podaljšanje roka 
uporabnosti mesa dodali še bakteriocine (Smaoui in sod., 2016). Uporabili so bakteriocine 
v kombinaciji z EOPM in v primerjavi s kontrolo opazili zmanjšanje rasti bakterij iz 
družine enterobakterij pri vzorcih z dodanim EOPM. Tudi po 21 dneh njihovo število ni 
preseglo 2 log CFU/g pri vzorcih z bakteriocinom in EOPM. Tako lahko kombinacijo 
bakteriocinov in eteričnih olj smatramo kot izjemno učinkovito protimikrobno formulacijo 
proti E. coli O157:H7 in S. Typhimurium. Pri kontrolnem vzorcu je število enterobakterij 
šele po 21 dneh doseglo vrednost 4,1 log CFU/g (pri naši študiji 4. dan), kar pa predvsem 
potrjuje sklepanje o prekoračenju deklarirane temperature pri našem eksperimentu. 
Podobno velja za SŠAMB, vendar je bila v tem primeru razlika nekoliko manjša (Smaoui 
in sod., 2016). 
 
Pri dodatkih 0,25 % in 0,5 % EOPM so podaljšali rok uporabnosti (definirano kot število 
aerobnih mikroorganizmov) surovega govejega mesa pri 4 °C za dva tedna. Še bolj 
učinkovit je bil dodatek EOPM in bakteriocina, ki je podaljšal rok uporabnosti za 3 tedne. 
EOPM je zmanjšalo število aerobnih mikroorganizmov, tudi do 1,8 log CFU/g. To dejstvo 
si lahko razlagamo s prisotnostjo bioaktivnih sestavin EOPM, kot sta izomenton in menton. 
Prišlo je tudi do zmanjšanja psihrotrofnih mikroorganizmov, kar je bilo najbolj opazno po 
21 dneh. Z dodatkom 0,5 % EOPM k govejemu mesu, ki je že vsebovalo bakteriocin, so še 
dodatno znižali število mikroorganizmov za 0,23 log CFU/g (Smaoui in sod., 2016). Kljub 
temu, da sta omenjeni EOPM imela podobno povprečno 1 log inhibicijo SŠAMB, lahko 
sklepamo, da smo v našem primeru podaljšali rok uporabe za 1 dan (vrednost 7 log CFU/g 
je določena 3. dan pri kontroli, pri vzorcu z dodatkom EOPM pa 4. dan), kar je precej manj 
kakor v prej omenjeni študiji. Res pa je, da smo v našem eksperimentu uporabili bistveno 
manjšo izhodiščno koncentracijo EOPM (0,089 %) in vzorce mesa s slabšo izhodiščno 
mikrobiološko sliko. Literaturni vir navaja manjše začetno število aerobnih 
mikroorganizmov (2,34 log CFU/g) in enterobakterij (pod 1 log CFU/g). V našem primeru 
je bilo meso sprejemljivo glede na smernice, a blizu meje še sprejemljive mikrobiološke 
kakovosti. Začetno število mikroorganizmov pa ima pomemben vpliv na protimikrobni 
učinek EOPM (Smaoui in sod., 2016).  
 
Racionalno je sklepanje, da dodatek EOPM v premazu govejega mesa ni povsem preprečil 
rasti salmonel v opravljenem eksperimentu zaradi prevelikega inokuluma salmonel in 
temperature hladilnika nad 4 °C, ki je omogočilo rast salmonel med skladiščenjem. Zato bi 
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v nadaljnjem delu v obremenitvenih testih s patogenimi bakterijami morali uporabiti 
manjše koncentracije, saj zanje tudi v praksi velja najstrožji mikrobiološki kriterij (ne 
smejo biti prisotne v 25 g vzorca). Prav tako bi morali skrajšati čas manipulacije z vzorci, 




Z eksperimentalnim delom smo potrdili delovno hipotezo: Premaz z EOPM v koncentraciji 
MBK, ki je znašala 0,89 µL/mL, je upočasnil rast vseh spremljanih indikatorskih skupin 
bakterij tekom petdnevnega skladiščenja govejega mesa, ni pa popolnoma ustavil njihove 
rasti. Najbolj inhibirana indikatorska skupina so bile enterobakterije (povprečno 1,39 log 
zmanjšano število), manj pa skupno število aerobnih mezofilnih bakterij (povprečno 





Eterična olja in njihove sestavine postajajo vedno bolj zanimive, zaradi svojega relativno 
varnega statusa, široke sprejemljivosti med potrošniki in njihove potenciala za uporabo v 
različne namene. Naravne protimikrobne sestavine za uporabo pri konzerviranju hrane 
pridobivajo vedno večjo pozornost, zaradi vedno večje osveščenosti potrošnikov glede 
pomena naravnih sestavin hrane in naraščajoče skrbi glede mikrobne odpornosti na 
konvencionalne metode konzerviranja (Rasooli in sod., 2008). Zaradi zahtev po daljšem 
roku obstojnosti in zagotavljanja varnosti pred mikrobiološkim kvarom so problemi, ki 
zadevajo konzerviranje hrane, postali bolj kompleksni. Različne začimbe, zelišča se že od 
antičnih časov uporabljajo za izboljšanje okusa. Ena izmed teh rastlin je tudi Mentha 
piperita. Protimikrobna aktivnost EO mete je povezana z njegovo kemijsko sestavo. 
Kemijska sestava, posledično protimikrobna aktivnost EO, je odvisna od zrelosti rastline, 
geografskega porekla, sorte in načina priprave (Benzaid in sod., 2019).  
 
V eksperimentalnem delu diplomske naloge smo ugotavljali protimikrobno aktivnost 
pripravkov EOPM, SE 100, SE 300 proti S. Typhimurium z določanjem vrednosti MIK in 
MBK v mikrotitrski ploščici. Na podlagi rezultatov smo se odločili izbrati EOPM za 
nadaljnje raziskave, saj smo pri tem pripravku ugotovili najboljšo aktivnost in vitro (MBK 
0,89 μL/mL). Sodeč po številu objav v znanstvenih revijah je vpliv dodatka EOPM na 
govejem mesu manj raziskan, zato smo raziskali učinkovitost EOPM v izbrani 
koncentraciji v modelnem poskusu na govejem mesu. Tekom petdnevnega skladiščenja 
smo spremljali vpliv dodatka EOPM na govejem mesu s standardnimi mikrobiološkimi 
metodami za ugotavljanje skupnega števila aerobnih mezofilnih bakterij, enterobakterij in 
obremenitvenim testom (dodatek bakterij Salmonella Typhymurium). 
 
S premazom z dodatkom EOPM smo upočasnili rast vseh spremljanih indikatorskih skupin 
na govejem mesu. Dodatek EOPM je najbolj inhibiral rast enterobakterij (povprečno 
1,39 log zmanjšano število). Nekoliko manj so bile inhibirane aerobne mezofilne bakterije 
(povprečno 1,08 log inhibicije) in Salmonella Typhymurium (povprečno 0,86 log 
zmanjšano število). Lahko sklepamo, da z dodatkom EOPM v MBK upočasnimo rast 
indikatorskih skupin na govejem mesu, vendar rasti popolnoma ne zavremo. Previsok 
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inokulum in temperatura skladiščenja nad 4-5 °C sta morebitna vzroka, da rast salmonel v 
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zahvaljujem doc. dr. Sunčici Kocić-Tanackov.   
 
Zahvaljujem se tudi Barbari Slemenik za natančen tehnični pregled pisnega izdelka. 
 
Iskreno se zahvaljujem tudi svoji družini, ki mi je študij omogočila in me podpirala tekom 
študija. 
 




























Lisičić B. Protibakterijsko delovanje eteričnega olja poprove mete na govejem mesu.  





PRILOGA A: Kemijska sestava uporabljenega eteričnega olja poprove mete, določena s 
plinsko kromatografijo (Kocić-Tanackov, 2020) 
 
 
 
